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1 Procede de preparation de chitine et de chitosane de grade biomedical. 



I La presente invention se rapporte a un procede de 
Sparabon <f une chitine de grade biomedical d une purete 
et d'une blanch eur eJevees avec un poids moiecuiaire 
eteve et <fun chitosane de grade biomedical (fun haut de- 
ars de deacetytatkn et d'un poids moiecuiaire eJeve a par- 
br de la chitine produite sefon la presents invention. 

Spteinqijernerrt, te procede de preparation de la chitine 
sefon la presents invention com pre nd les 6 tapes de: 

(A) sechage de coquflles de crustaces et broyage des 
coquilles sechees pour foumir une poudre finement 
broyee; 

(B) digestion inbalement de la poudre dans une solution 
de HQ a une temperature comprise entre -10 et 10°C pen- 
dant une periode comprise entre 10 et 25 heures et apres 
ceJa. digestion supplements ire de la poudre dans la solu- 
tion de HO a une temperature comprise entre 10 et 20°C 
pendant une periode comprise entre 2 et 8 heures: 

(C) lavage avec de I'eau. titration, rincage avec un ser- 
vant organ ique et sechage du materiau traite avec HQ 
pour foumir une chitine brute; 

(D) tr em page et sechage de la chitine brute dans une so- 
lution de NAOH; et 

(E) lavage avec de I'eau, filtration, rincage avec te soi- 
vant organtque et sechage de la chitine trartee avec NAOH 
pour obtenir la chitine de haute purete. 

Ce procede trouve application dans la preparation de 
chitin de grade biomedical et de chitosane de grade bio- 



medical. 



La pi^^te invention se rappoite a un p^^le pour la preparation de . 
chitine et de chitosane, et, paiticulidrement, £ un proced6 pour preparer une 
chitine de grade biomedical avec une purete et une blancheur elevees avec un 
poids moleculaire eleve et un chitosane de grade biomedical avec un poids 
5 moleculaire eleve avec un niveau pratiquement complet de deacetylation 

La chitine qui est le second polysaccharide le plus abondamment 
disponible est un biopolymere k valeur ajoutee elevee nonnalement extrait des 
coquilles des crustaces (par exemple, les crevettes et les crabes). Cependant, 
comme la chitine est insoluble dans l'eau, elle est conventionnellement 

10 convertie en chitosane— qui est compose de polyamines lineaires de poids 
moleculaire eleve, soluble dans l'eau, et industriellement plus utile que la 
chitine— par une reaction de deacetylation. 

Avec l'abondance des dechets de coquilles de poisson disponibles, 
beaucoup d'etudes commerciales ont ete faites sur des applications variees de la 

15 chitine extraite de telles coquilles. Au depart, les derives de chitine et de 
chitosane ont ete employes principalement en tant que coagulant utile pour la 
recuperation de materiaux valorisables, par exemple, de proteShe provenant des 
dechets alimentaires. Recemment, leurs applications ont ete etendues de plus 4 
des domaines varies tels que rindustrie alimentaire, la medecine, la biochimie 

20 impliquant ^utilisation d*une membrane, les porteurs immobilisant des 
microorganimes et les enzymes, les cosmetiques, ragriculture, 1'ingenierie 
chimique, la protection environnementale et les analogues. 

La chitine est preparee conventionnellement k partir de coquilles par un 
precede comprenant un pr&raitement, une deproteinisation et une 

25 demineralisation de celles-ci ; et, le produit final est caract&rise par sa structure J 
de la fonnule suivante : 



) 

/ 



Un d^^x>cedes bien connu pour prepar^^ chitine est celui propose 
par Whistler & BeMiller, qui comprend : le lavage et le sechage des coquilles de 
crabe dans une etuve a vide a 50°C ; le broyage et le trempage des coquilles 
sechees dans une solution a 10% de NaOH a temperature ambiante pendant 3 
5 jours pour les deproteiniser ; le lavage du materiau deproteinise avec de 1'eau 
jusqu'a Telimination des alcalis et ensuite avec un solvant organique et le 
sechage du materiau blanc resultant sous une pression reduite ; l'introduction du 
materiau seche dans une solution a 37% de HQ a -20°C pendant 4 heures pour 
produire une chitine brute ; le lavage de la chitine brute avec de l'eau froide et 
10 avec le solvant organique ; et la repetition dudit trempage dans une solution de 
HC1 froide et desdites procedures de lavage pour produire une chitine en tant 
que produit final 

Altemativement, une chitine peut etre preparee par le precede 
Hackmann bien connu, qui comprend : le lavage et le sechage des coquilles 

15 dans une etuve a 100°C ; la digestion des coquilles sechees avec du HC1 2N a 
temperature ambiante pendant 5 heures ; le lavage, le sechage et le broyage des 
materiaux digeres ; l'extraction de materiaux finement broyes avec du HQ 2N a 
0°C pendant 2 jours sous agitation occasionnelle ; le lavage des materiaux 
extraits avec de l'eau ; l'extraction des materiaux laves avec NaOH IN a 100°C 

20 pendant 12 heures sous agitation occasionnelle ; et la repetition du traitement 
avec NaOH quatre fois ou plus. 

En contraste, le chitosane est prepare par deacetylation de la chitine par 
un traitement biologique ou chimique ; et, est caracterise par la structure de la 
formule suivante : 

25 



~ \ * Nj n r h x 

NH 2 NI^ 

Comme montre Hang la formule ci-dessus, puisque le chitosane a trois 
group es amino libres, il tend a etre chimiquement reactif. 



Spe^Pfuement, le chitosane peut fecilement obtenu par 

deacetylation de la chitine obtenue selon une m&hode connue comme decrite 
ci-dessus avec une solution a 30-50 % de NaOH pendant 5-20 hemes. 

Cependant, puisque les precedes de Fart ant&ieur pour preparer la 
5 chitine sont pratiques sous des conditions de reaction relativement severes dans 
le but de reduire la teneur en prolines ou CaCOj dans celle~ci, il y a de 
nombreux desavantages : qui sont que, dans le precede de Whistler et BeMiller 
ci-dessus, puisque la deproteinisation avec une solution de NaOH est suivie par 
la demineralisation avec une solution concentree de HQ, une rupture dans la 

10 chaine de la chitine se produit, resultant par la en une chitine ayant un poids 
moleculaire inferieur ; la chitine ainsi obtenue peut se decolorer lorsqu'exposfe 
a l'air, a une teneur relativement elevee en impuretes et, done, peut ne pas etre 
appropriee pour des applications telles que dans les domaines biom£dicaux et 
Hans les industries alimentaires ; et, de plus, meme lorsque la mineralisation es* 

1 5 conduite a des temperatures tr&s basses rutilisation d*une solution concentree de 
HC1 peut aussi provoquer des ruptures dans la chaine. D'autre part, dans le 
precede Hackmann, la temperature ambiante ou plus elevee utilisee durant le 
traitement avec HC1 pour eliminer CaCX>3 peut provoquer des ruptures dans la 
chaine principale de la chitine. 

20 Pour resoudre les problemes ci-dessus mentionn6s, done, les presents 

inventeurs ont mene une recherche intensive pour decouvrir un nouveau 
precede capable de produire des grades biomedicaux de chitine et de chitosane 
au moyen du controle soigneux des conditions de reaction, specialement de la 
temperature employee pendant Tetape de demineralisation et IHitilisation d*un 

25 gaz inerte pendant Tetape de deproteinisatiorL 

Cest done un objet de la presente invention de fburnir un precede pour 
la preparation de chitine de grade biomedical ayant une purete elevee, un poid 
moleculaire 61ev6 et une blancheur ameliorde. 

Un autre objet de la presente invention est de fburnir un precede pour 

30 preparer un chitosane de grade biomedical avec un poids moleculaire elev6 et 
une deacetylation pratiquement complete, a partir de la chitine de grade 
biomedical preparee selon la presente invention. 

En tant qu*un aspect de l'invention, il est found un precede pour 
preparer une chitine de grade biomedical, qui comprend les etapes de : 

35 (A) sechage et broyage des coquilles de crustaces pour fburnir une 

poudre de coquilles finement broyee ; 



) 



(B) di^^m initialement de la poudre dan^fe solution de HQ a une 
temperature dans rintervalle de -10 a 10°C pendantune periode de 10 a 25 
heures, et, apres cela, la digestion supplementaire de la poudre dans la solution 
de HQ a une temperature de 10 a 20°C pendant une periode de 2 a 8 heures ; 
5 (C) lavage avec de l'eau, filtration et rincage avec un solvant dudit 

materiau traite avec HQ pour fburnir une chrtine brute ; 

(D) trempage et chauffage de la chitine brute dans une solution de 

NaOH ; 

(E) lavage avec de l'eau, filtration et rincage avec un solvant de ladrte 
10 chitine traitee avec NaOH pour produire la chitine de grade biomedical. 

Selon une caracteristique du precede de preparation de la chitine de 
grade biomedical selon l'mvenrion, ladrte digestion initiate de l'etape (B) est 
menee a une temperature de -5 a 5°C pendant une periode de 15 a 20 heures et 
la digestion supplementaire de cette etape est mise en oeuvre a une temperature 
15 de 12 a 18°C pendant une periode de 3 a 5 heures. 

Une autre caracteristique du precede de production de chitine selon 
l'invention est que le sechage des coquilles de retape (A) est conduit dans le 
noir jusqu'a ce que la teneur en eau des coquilles sort de 12 % ou moins. 

Selon encore une autre caracteristique du procede de preparation de 
20 chitine selon rinvention, la digestion de l'etape (B) est conduite avec une 
agitation au moyen d\m agitateur mecanique a une vitesse comprise entre 50 et 

200 tours par minute. 

Une caracteristique supplementaire du procede de production de chitine 
de l'invention, est que la digestion de l'etape (B) est mise en oeuvre en une etape 
25 a une temperature comprise entre -10 et 8°C pendant une periode de 20 a 60 
heures. 

Dans ce cas on precisera que ladrte digestion en une etape est mise en 
oeuvre a une temperature comprise entre -5 et 5°C pendant une periode de 30 a 
50 heures. 

30 Toujours une autre caracteristique du procede de production de chitine 

de l'invention est que le solvant employe dans les etapes (Q et (E) est choisi 
dans le groupe consistant de l'ethanol, methanol, acetone, tetrahydrorurane, 
dioxane et methyl ethyl cetone. 

On ajoutera que dans le procede de production de chitine de l'invention 

35 le trempage avec la solution de NaOH de l'etape (D) est mene en presence d'un 
gaz inerte. 



On pi^pera egalement que les etapes et (E) du precede de 
production de chitine selon 1'invention sont repetees deux fbis ou plus. 

Dans le cas ou ces operations sont repetees deux fbis ou plus, la chitine 
de purete elevee produite est trempee dans de l'eau deionisee pendant 3 a 4 
5 jours, puis filtree et sechee. 

Un autre aspect de 1'invention reside dans un precede pour preparer un 
chitosane de grade biomedical, qui comprend les etapes de : 

(a) trempage de la chitine preparee selon la methode de la presente 
invention dans une solution de NaOH a une temperature comprise entre 80 et 

10 100°C pendant une periode comprise entre 2 et 12 heures pour fournir un 
chitosane brut ; 

(b) filtration, lavage avec de l'eau, trempage dans de l'eau deionisee et 
ensuite dans un melange aqueux d*un solvant organique miscible a l'eau, 
filtration et sechage du chitosane brut ; et 

15 (c) la repetition des 6tapes (a) et (b) ci-dessus mentionnees par 

1 "utilisation d*un chitosane brut une fois ou plus pour fournir ledit chitosane de 
grade biomedical. 

Selon une caracteristique du precede de preparation du chitosane selon 
1'invention, le melange aqueux ci-dessus cite comprend de 5 a 30 % en poids du 
20 solvant. 

Selon encore une autre caracteristique du precede de preparation du 
chitosane selon 1'invention le solvant est choisi dans le groupe consistant de 
l'acetone, ethanol, methanol, isoprapanol, dioxane, tetrahydrofurane et methyl 
ethyl cetone. 

25 Selon une demi&re caracteristique du precede de preparation du 

chitosane selon 1'invention 1'etape (a) est menee en presence d*un gaz inerte. 

Specifiquement, le precede pour preparer une chitine de grade 
biomedical selon la presente invention comprend les trois ^etapes suivantes 
d'operation. 

30 

PicUditement 

Des coquilles de crustaces peuvent etre de preference pretraitees de 
diverses manieres. Avant tout, les coquilles peuvent etre traitees normalement 
avec de l'eau chaude, par exemple, trempees dans de Teau chaude a une 
35 temperature comprise entre 40 et 50°C pendant une periode de 30 minutes a 1 
heure de fa9on a eliminer les debris et impuretes provenant des coquilles. 



Subsi^mment, les coquilles sont lave^vec de l'eau, sechees au 
m0 yen (fun deshydratant et trempees dans un solvant organique a temperature 
ambiante pendant une periode de 30 minutes a 1 heure. Les exemples de 
solvants organiques qui peuvent etre utilises incluent : l'etnanol, methanol, 

5 acetone, tetrahydrofurane (THF), dioxane et methyl ethyl cetone (MEK). Les 
coquilles sont ensufte sechees a. l'air dans le noir jusqu'a une teneur eneau de 8- 
12 %. Si les coquilles sechees ne sont pas employees immediatement, il est 
important de maintenir les coquilles a un etat sec et refroidi avant une utilisation 
ulterieure. Si le maintien des coquilles n'est pas bon, cela peut degrader la 

10 chitine obtenue a partir de celle-ci en la chitine de poids moleculaire inferieur de 
celle-cl 

Les coquilles sechees sont ensuite de preference broyees en des 
particules poudreuses fines ayant une taille de particule moyenne de 0,5 a 3 mm 
(de 200 a 300 mesh) en utflisant un broyeur conventionneL 

15 

r>ftminer a1isatinn 

Les coquilles broyees (ayant des teneurs eneau de 8-12 %) sont ensuite 
soumises a un traitement avec HQ de facon a eliminer tout composant mineral, 
incluant le CaCC>3, pour fournii par la une chitine libre de mineraux. 

20 Le traitement avec HQ peut etre conduit en deux etapes par la digestion 

initiale de la poudre de coquilles, pretraitee comme anterieurement decrit, dans 
une solution aqueuse de HC1 a une temperature comprise entre -10 et 10°C, de 
preference -5 a 5°C pendant une periode comprise entre 10 et 25 heures, de 
preference 1 5 et 20 heures, tout en agitant au moyen d\m agitateur mecanique ; 

25 et, apres cela, une digestion supplementaire dans ladite solution de HC1 4 une 
temperature comprise entre 10 et 20°C, de preference 12 et 18°C pendant une 
periode comprise entre 2 et 8 heures, de preference 3 et 5 heures. II doit etre 
note que la temperature dans la digestion supplementaire est augmentee 
rapidement a partir de la temperature initiale. La solution aqueuse de HC1 peut 

30 etre employee a une concentration comprise entre 0,3 et 4M. L'agitateur 
mecanique peut etre employe a une vitesse d'agitation comprise entre 50 et 200 
tours par minute, de preference a 100 tours par minute ; et, si la vitesse est 
superieure a 200 tours par minute, l'efficacite du traitement avec HC1 devient 
inferieure. Pendant le traitement avec HO, la solution de HQ utilisee est de 

3 5 preference remplacee par une solution de HC1 fraiche une fois ou deux. 

AJteraatrvement, le traitement avec HC1 peut etre mene en une etape par 
digestion de la poudre de coquilles sechee dans une solution aqueuse de HC1 a 



une tempeAe comprise entre -10 et 8°C, de p^rence -5 et 5°C, pendant une 
periode comprise entre 20 et 60 hemes, de prefellnce entre 30 et 50 heures tout 

en agrtant , 
Le materiau obtenu par filtration apres le traitement avec HQ est lave 
5 avec de l'eau pour eliminer tous les composants acides restants, ou ajuste a un 
pH de 7-9 par Taddition d«une solution de NaOH, et ensuite trempe dans de l'eau 
deionisee pour une periode donnee, par exemple, de 1 heure a 6 heures. 

Le materiau obtenu apres filtration est ensuite rince une fois ou deux 
fois avec un solvant organique seche pour fournir une cbitine brute. Les 
10 exemples de solvants organiques qui peuvent etre utilises incluent : l'ethanol, 
methanol, acetone, THF, dioxane, MEK et les analogues. Le precede de rmcage 
avec le solvant apporte de plus une amelioration dans la blancheur de la cbitine 
obtenue et, done aucune utilisation addraonnelle d*un agent reducteur ou 
oxydant en tant que decolorant n'est requise dans la presente invention. 

15 

Deproteinisarion 

La cbitine brute ainsi obtenue est ensuite soumise a des procedures de 
deproteinisarion et de lavage, pour fournir par la une cbitine de grade 

biomedical, comme suit 

20 Le precede de deproteinisarion peut etre mene par trempage et cnauflag 

de la cbitine brute dans une solution aqueuse de NaOH tout en mtroduisant en 
continu un gaz inerte. La solution aqueuse de NaOH est employee de tacon 
appropriee a une concentration comprise entre 2 et 10 % en poids. Le traitement 
avec NaOH est generalement mene a une temperature comprise entre 80 et 

25 100°C pendant une periode comprise entre 2 et 4 heures. Des exemples du gaz 
inerte utilisable incluent : les gaz azote, argon, helium et neon ; et lSntroductron 
du gaz inerte resulte en une prevention de la rupture de la chaine de la chitme. 

Subsequemment, le materiau obtenu par filtration apres le traiten } 
avec NaOH est lave avec de l'eau pour eliminer tout compose NaOH restaur, ou 

30 ajuste a un pH de 7-8 par l'addraon d"une solution de HC1 et ensuite trempe dans 
de l'eau deionisee pour une periode donnee, par exemple, de 1 a 5 heures. L« 
materiau obtenu apres filtration est ensuite rince une fois ou deux avec ledrt 
solvant organique decrit ci-dessus et seche pour donner une cbitine de grade 
biomedical qui a un degre de purete, un poids moleculaire et une blancheur 

35 eleves. , 

Si desire, le traitement avec NaOH et les procedures de rmcage ci-dessu. 
mentionnes peuvent etre repetes deux fois ou plus ; et, de plus, la chitme 



obtenue peu^J^ trempee dans de l'eau deionisd^^bndant 2 k 5 jours et etre 
ensuite filtree et sechee sous vide pour augmenter encore phis la blancheur de 
celle-ci 

Selon un autre aspect de la presente invention, un chitosane avec un 
5 poids moleculaire et un degre de deacetylation phis eleve peut etre obtenu a 
partir de la chitine preparee par le precede de la presente invention, comme suit 
Premierernent, la chitine preparee comme deceit ci-dessus est traitee 
avec une solution de NaOH pour fournir un chitosane brut Le traitement avec 
NaOH peut etre mene par ajout d*une solution aqueuse de NaOH a 30 a 50 % en 

10 poids par rapport a la chitine et le chauffage du melange a une temperature 
comprise entre 80 et 100°C pendant une periode comprise entre 2 et 12 hemes 
tout en introduisant un gaz inerte en continu. Le gaz inerte utilise peut etre de 
ceux decrits ci-dessus. 

Subsequemment, le chitosane brut est lave et trempe dans de l'eau 

1 5 deionisee, et ensuite dans un melange aqueux d"un soivant organique miscible k 
l'eau, filtre, et sech6 pour fournir un chitosane relativement pur. Le precede de 
trempage sert a ameliorer la blancheur du chitosane. Des exemples de solvants 
organiques qui peuvent etre utilises dans le precede de trempage incluent : 
Tacetone, ethanol, methanol, isopropanol, dioxane, THF, MEK et les 

20 analogues ; et, le melange peut comprendre de 5 a 30 % en poids du soivant 

Finalement, le traitement avec NaOH ci-dessus mentionne et les 
procedures de purification ci-dessus mentionnees sont repetes par utilisation du 
chitosane une fois pour fournir un chitosane de grade biomedical avec un degre 
eleve de deacetylation. 

25 Si derisd, de fa$on a obtenir un tel chitosane pur, le traitement avec 

NaOH ci-dessus mentionne et les precedes de purification ci-dessus mentionnfe 
peuvent etre de plus repetes. 

Les exemples suivants ont pour but dUlustrer la presente invention phis 
specifiquement, sans Iimiter r6tendue de TinventioiL 

30 Dans les exemples, la teneur en CaCX>3 restant dans la chitine a ete 

determinee en mesurant les residus de calcination apres la combustion de celle- 
ci dans un four a 800°C pendant 1 heure. La teneur en proterne a ete determinee 
en utilisant un kit de test de proterne, un produit de Bio-Rad, LISA., et un 
spectrophotometre UVA^S, un produit de Hewlett-Packard, USA., selon la 

35 methode de Bradford. De plus, la teneur en mineraux a ete determinee par 
Tutilisation d\in ICP-AES (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission 
Spectrophotometer), un produit de Seiko, Japon, et un spectrophotometre 



10 



AA(Absoipt(©Atomique), un produit de Perki^^mer, U.S-A. Le degre de 
deacetylation a ete evalu6 selon le precede Mima decrit dans J. Appl. Polym. 
Sri. 28, 1909 (1983) en utilisant un spectrophotometre JR (Infirarouge). 

La propriete de blancheur a ete evahiee en maintenant la chitine obtenue 
finalement dans une atmosphere pendant 30 jours ou plus et ensuite en mesuiant 
l'apparence selon le grade de faible (coloration jaunatre) ou bon (couleur 
blanche). En addition, la viscosite a ete determinee en utilisant une solution a 
0,5 % de chitosane dans une solution d'acide acetique aqueuse a 1 % et en 
utilisant un viscometre Brookfield (axe n°4, a 60 tours par minute). 

Exemple 1 



300 g de coquilles de dechets de crabe (Chionoecetes opilio) out ete 
maintenues dans un bain d'eau de 40 a 50°C pendant 30 minutes et lavees avec \ 
15 de l'eau jusqu'a ce que la chair du crabe ait ete completement 61iminee. Les 
coquilles ont ete deshydratees en utilisant un deshydrateur, trempees dans un 
bain d'ethanol pendant 1 heure, deshydratees a nouveau et sechees dans le noir 
pendant 10 jours pour donner 200 g de coquilles de crabe seches (teneur en eau 
10 %). 

20 Lesdits 200 g de coquilles sechees ont ensuite ete broyees en utilisant un 

broyeur (Mot WRB 90LB/4P (un produit de Dietz-Motoren GmbH & Co. KG, 
Germany) dans un intervalle de 0,5 a 3 mm La poudre de coquilles broyees a 
ensuite ete introduite dans un reacteur equipe d*un agitateur mecanique ; et a 
celle-ci 51 d*une soluCon aqueuse de HQ IN a 0°C a ete ajoutee. Le melange a 

25 ete maintenu a 0°C pendant 20 hemes tout en agitant a la vitesse de 50 tours par 
minute, rechauffe rapidement a 15°C et maintenu a ce niveau pendant 4 hemes. ,^ 
Le materiau ainsi traite a ete filtre et trempe dans de l'eau. Le pH de la 



solution contenant le materiau a ete ajuste a 7-8 par Taddition d*une solution de 
NaOH a 5 % en poids et la solution a ete maintenue pendant 6 hemes. La chitine 

30 brute obtenue apres filtration a ete lavee deux Ibis avec 31 d'acetone et sechee 
dans une etuve a vide a 30°C pendant 36 hemes. 

Subsequemment, la chitine bmte sechee a ete trempee dans 61 d*une 
solution aqueuse de NaOH a 5 % (en poids) et chaufiee a 90°C pendant 3 heures 
tout en introduisant de l'azote gazeux en continu. Apres le traitement avec la 

35 solution de NaOH, le pH de la solution contenant la chitine brute a ete ajuste a 
7-8 par I'addition d*une solution de HC1 2N et la chitine brute a ete filtcee, 



trempee danlB^d'eau deionisee pendant 6 heures,^^ee, lavee deux fois avec 31 
d'acetone, filtree et sechee dans une etuve a vide a 30°C pendant 12 hemes. 

La chitine obtemie par les procedures ci-dessus mentionnees a ete 
soumise au pro cede de traitement avec NaOH. La chitine a ete filtree, lavee avec 
de l'eau deionisee cinq a dix fois, trempee dans 61 d'eau deionisee pendant 3 
jours, filtree et sechee sous vide pour obtenir 50 g de chitine de grade 
biomedical. 

Exemple 2 

Les procedures decrites dans l'exemple 1 ont ete repetees sauf que le 
precede" de traitement avec HQ a ete mene en une etape a 0°C pendant 48 
heures. 

15 Exemple 3 

Les procedures decrites dans l'exemple 1 ont ete repetees sauf que le 
precede de traitement avec HQ a ete mene en une etape a 5°C pendant 24 
heures. 
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Exemple 4 



Les procedures decrites dans l'exemple 1 ont ete repetees sauf que le 
precede de traitement avec HQ a ete conduit en une etape a -8°C pendant 40 
25 heures. 

Exemples 5 et 6 

Ces exemples ont pour but de montrer l'effet des conditions (par 
30 exemple temperature et temps) dans le traitement avec HQ sur le niveau de 
blancheur de la chitine produite. Les procedures decrites dans l'exemple 2 ont 
ete repetees sauf que le pro cede de traitement avec HQ a ete mene a 15°C 
pendant 8 heures et a 10°C pendant 24 heures, respectivement 

35 Exemple comparatif 1 
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200 Ae coqailles de crabe sechees o^te broyes a une taille de 
particule comprise entre 0,5 et 3 mm. La poucflFde coquilles broyees a ete 
introduite dans un reacteur eqiripe d*un agitateur mecanique ; et a celle-o 51 de 
solution de HC1 2N ont ete ajoutes. Le melange a ete agite pendant 5 heures, 
refroidi a 0°C et agite a nouveau a cette temperature pendant 48 heures. Le 
materiau obtenu ainsi a ete tUtre, lav6 avec de l'eau, trempe dans un solution 
aqueuse de NaOH IN a 100°C pendant 12 heures, lave avec de l'eau et secne 

pour fournir 80 g de chitine. 

Les conditions experimentales employees dans les exemples 1 a o « 
dans l'exemple comparatif 1 ci-dessus et les propriaes de la chitine produite 
sont resumees an Tableau 1 . 

Ta bleau 1 
Example 




* Dans ^Dmple compartif 1, les composes ^^lliques iourds autres que 
K, Ca, Mg, Fe, Ba, Zn (detectes dans la chitine preparee par la presente 
methode) ont aussi ete detectes. 
Comme montre au Tableau 1, la chitine preparee selon la presente 

invention a une purete elevee, un poids moleculaire eleve et une bonne propriety 

de blancheur. 

Exemple 7 



A une fiole jaugee de 41 ont ete ajoutes 45 g de ladite chitine obtenue 
dans l'exemple 1 et 31 de solution aqueuse de NaOH a 40 % en poids et le 
melange resultant a ete chaufie a 90°C pendant 7 heuies tout en introduisant de 
l'azote gazeux en continu. Le chitosane brut ainsi obtenu a ete lave avec de l'eau 
deionisee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavages devienne neutre, a ete filtre, 
trempe dans 31 d'eau deionisee pendant 2 jours, filtre et ensuite immeditament 
trexnpe dans 31 d'une solution aqueuse k 10 % d'ethanol pendant 3 jours. Le 
chitosane brut a ete collecte et seche dans une etuve a vide a 40°C pendant 2 
jours (traitement avec NaOH primaire). 

Au chitosane seche ont ete ajoutes 31 d'une solution aqueuse de NaOH a 
40 % en poids ; et le melange resultant a 6t& chaufie a 90°C pendant 3 heures 
tout en introduisant de l'azote gazeux en continu. Le chitosane ainsi obtenu a ete 
soumis aux procedures de lavage decrites dans le traitement primaire avec 
NaOH pour obtenir un chitosane avec le degre de deacetylation de 90 % ou plus 
(traitement secondaire avec NaOH). 

Le chitosane a ensuite ete soumis aux traitements primaire et secondaire 
a nouveau pour obtenir un chitosane avec le degre de deacetylation de 92 % ou 
plus. 

Exenroles 8 a 12 



Ces exemples montrent TefiFet du changement dans les conditions de 
reaction sur les proprietes du chitosane produit. Les procedures telles que 
decrites dans Texemple 7 ci-dessus ont ete repetees sauf que les conditions de 
reaction dans le traitement avec NaOH ont ete modifiees comme montre au 
Tableau 2. 



Exemple comparatif 2 



A u^^ole ont ete ajoutes 40 g de la ^fene obtenue dans l'exemple 
comparatif 1 ci-dessus et 2,41 d*une solution aqueuse de NaOH a 40 % en poids. 
Le melange a ete chaufle a 115°C pendant 6 hemes, lave, filtre et seche dans 
une etuve a vide pour donner le chitosane. 

Les conditions experimentales employees dans les exemples 7 k 12 et 
dans I'exemple comparatif 2 ci-dessus et les pioprietes du chitosane produit sont 
presentees an Tableau 2. 

Tableau 2 
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Exemple 
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11 


12 
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Traitement 
NaOH 


Temp. 

primaire 

TO 


90 
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115°C 
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7 


3 
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Temp, 
secondaire 

to 


90 
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Temps 
secondaire 

<h) 


3 


3 


3 












Blancheur 


Bon 


Bon 


Faible 


Faible 


Faible 


Faible 


Faible 




Degre 

Deac&yla- 

tion 


>92% 


2*92% 


292% 


>85% 


^85% 


£85 % 




Propriete 


P 

u 

r 

e 

t 
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CaCX>3 
<%) 


£0,1 


0,8 


Proteine 
(%) 


£0,1 


£0,3 


Metal 
(ppm) 


< 60 ppm 


£ 113pm* 




Viscosite 
(cps) 


£2500 
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* Da^^exemple comparatif 2, des compc^^s metalliques lourds 
autres que K, Ca, Mg, Fe, Ba, Zn (detectes dans la chitine preparee 
par la presente methode) out egalement ete detectes. 
Comme montre dans le Tableau 2, la presente invention founiit un 
5 chitosane qui a un degre plus eleve de deacetylation, une purete et un poids 
moleculaire plus eleves au moyen de la repetition du tiaitement avec NaOH et 
des procedures de lavages deux fois ou plus. De phis, comme dans Texemple 
comparatif 2 ci-dessus, le tiaitement a la chaleur a une tenq)eiature elevee 
resulte en la rupture de la chaine et une couleur faible du chitosane. Le chitosane 
10 obtenu selon la presente invention est paiticulierement utile pour diverses 
applications dans le domaine medical, qui requierent un chitosane de haute 
purete. 

Tandis que 1'invention a 6te decrite en relation avec les modes de 
realisation specifiques ci-dessus, il doit etre reconnu que des modifications et 
15 changements divas qui peuvent etre apparents a ceux specialises dans Fart 
auquel 1'invention se rapporte peuvent etre efiectues et tombent egalement dans 
le domaine de 1'invention comme definie dans les revendications qui suivent 



) 

y 



1. Precede pour preparer une chitine de haute purete, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes de : 

(A) sechage de coquilles de crustaces et broyage des coquilles sechees 
pour fournir une poudre finement broyee ; 
5 (B) digestion initialement de la poudre dans une solution de HC1 de 0,4 

a 3M a une temperature comprise entre -10 et 10°C pendant une periode 
comprise entre 10 et 25 hemes et, apres cela, digestion supplemental de la 
poudre dans la solution de HC1 a une temperature comprise entre 10 et 20 C 
pendant une periode comprise entre 2 et 8 hemes ; 
10 (Q lavage avec de l'eau, filtration, ringage avec un solvant organique et 

sechage du materiau traite avec HQ pour fournir une chitine brute ; , 

(D) trempage et chauffage de la chitine brute dans une solution de 
NaOH de 2 a 1 0 % en poids ; et 

(E) lavage avec de l'eau, filtration, ringage avec le solvant organique et 
15 sechage de la chitine traitee avec NaOH pour obtenir ladite chitine de haute 

purete. 

2. Precede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que ladite digestion 
initiale dans l'etape (B) est menee a une temperature comprise entre -5 et 5°C 
pendant une periode comprise entre 15 et 20 heures et la digestion 

20 supplementaire de celle~ci est menee a une temperature comprise entre 2 et 
1 8°C pendant une periode comprise entre 3 et 5 heures. 

3. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que le sechage des 
coquilles dans l'etape (A) est mene dans le noir jusqu'a ce que la teneur en eau 
des coquilles soit inferieure ou egale a 12 %. 

25 4. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce la digestion dL ■ 

l'etape (B) est menee avec une agitation au moyen dHin agitateur mecanique k 
une vitesse comprise entre 50 et 200 tours par minute. 

5. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la digestion de 
l'etape (B) est menee en une seule etape a une temperature comprise entre -10 et 

30 8°C pendant une periode comprise entre 20 et 60 heures. 

6. Precede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite digestion 
en une etape est mise en oeuvre a une temperature comprise entre -5 et 5°C 
pendant une duree comprise entre 30 et 50 heures. 



7. P^de selon la revendication 1, ca^^ris£ en ce que le solvant 
employe dans les etapes (Q et (E) est choisi dans le groupe consistant de 
1'ethanol, methanol, acetone, tetrahydrofurane, dioxane et methyl ethyl cetone. 

8. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que le trempage 
5 avec la solution de NaOH dans l'etape (D) est menee en presence d"un gaz 

inerte. 

9. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que les etapes (D) 
et (E) sont repetees deux fois ou phis. 

10. Precede selon la revendication 9, caracterise en ce que la chitine de 
10 haute purete produite est tremp6e dans de l'eau deionisee pendant 3 a 4 jours, 

filtree et sechee. 

11. Precede pour preparer un chitosane de grade biomedical k partir de 
la chitine preparee selon le precede de la revendication 1 ou 5, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes de : 

15 (a) trempage de la chitine dans une solution de NaOH £ une temperature 

comprise entre 80 et 100°C pendant une periode comprise entre 2 et 12 heures 
pour donner un chitosane brut ; 

(b) filtration, lavage avec de l'eau, trempage dans de l'eau deionisee et 
ensuite dans un melange aqueux d\m solvant organique miscible a l'eau, 

20 filtration et sechage du chitosane brut ; et 

(c) repetition des etapes (a) et (b) en utilisant le chitosane brut une fois 
ou plus pour fournir ledit chitosane de grade biomedical. 

12. Procede selon la revendication 1 1, caracterise en ce que le melange 
aqueux comprend 5 4 30 % en poids de solvant 

25 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que le solvant 

est choisi dans le groupe consistant de l'ac&one, ethanol, methanol, isopropanol, 
dioxane, tetrahydrofurane et m&hyi ethyl c&one. 

14. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que l'etape (a) 
est menee en presence dYm gaz inerte. 

30 
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